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摘要 ; 利用 Crooijmans etal. (1997》 分 离 的 包含 CA 重复 单元 的 普通 鲁 鱼 〔【Cyprinas carpio L.) 的 8 个 微 卫 
ER DNA 标记 ， 对 从 锦 鳃 (Cyprinus carpio L.) 的 红 白 、 大 正和 晤 和 3 个 不 同 品系 中 所 获得 的 4 个 不 同人 工 雌 核 
发 育 家 系 的 20 T f£ PCR 扩 增 。 电 泳 结果 表明 ，8 对 引物 在 20 尾 个 体 中 均 能 重复 稳定 地 扩 增 出 相应 的 同 
源 序列 。 随 引物 不 同 . 各 等 位 基因 数 为 1 ~ 11 个 ,大 小 在 68 ~ 264 bp, 在 MFW4、MFW7、MFW19、MFW20. 
MFW23 和 MFW24 5 个 微 卫 星 的 扩 增 结果 中 ，20 尾 个 体 的 扩 增 图 谱 呈 现 了 高 度 的 遗传 多 态 性 . MPERA 
家 系 内 个 体 的 遗传 异 质 性 也 较 大 。 其 中 大 正 (Tas) 和 红 白 1 (QW) 的 个 体 不 仅 花 色 分 化 显著 ,而且 个 体 间 的 
平均 遗传 距离 分 别 高 达 0.28。 通 过 村 微 卫星 等 位 基因 和 基因 型 分 析 发 现 ， 由 于 锦 钱 品系 中 的 每 一 个体 是 通过 不 
断 地 杂交 选 育 而 获得 ， 基 因 组 来 源 复杂 ， 基 因 高 度 杂 侣 . 因此 .只 进行 1 代 的 .人工 风 核发 育 ， 其 家 系 内 仅 羡 分 
个 体 的 部 分 座位 出 现 纯 合 。 所 获得 的 人 工 瞧 核发 育 锦 鳃 为 后 续 的 色素 遗传 调控 机 制 研 究 提供 了 必要 的 实验 材 
Eh. 同时 . 所 鉴定 的 微 卫星 分 子 标记 为 进行 锦 鳃 的 分 子 标记 育种 和 基因 组 作 图 提供 了 理想 的 工具 : 
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Studies on Microsatellite Markers of Four Artificially 
Gynogenetic Families in Ornamental Carp 
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(1. The Freshwater College of Huazhong Agricultural Universuy , Wuhan 430072, China; 2.Staze Key Laboratory of Freshwater Ecolugy and 
Biotechnology, Institute of Hydrobiology , the Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 


Abstract; Using 8 microsatellite markers of the poly (CA) type isolated from common carp by Crooijmans et al. 
(1997), we analyzed four artificially gynogenetic families of ornamental carp ( Cyprinus carpio L.). In the four gyno- 
genetic families, two originated from Kohaku strain, other two from Taisho and Showa respectively. Five individuals were 
randomly sampled from each artificially gynogenetic family. Electrophoretic patterns showed that the 8 pairs of microsatel- 
lite primers all reproducibly produced the well-identifiable and homologous DNA fragments The number of alleles per 
marker varied from 1 to 11, and the size of alleles ranged from 68 bp to 264 bp. Abundant polymorphic DNA fragments a- 
mong 20 individuals were observed in electrophoretic patterns produced by primers MFW4, MFW7, MFWI9. MFW20. 
MFW23 and MFW24. The genetic polymorphism were ohserved between gynogenetic families and within intra-family indi- 
viduals. The phenotypes of individuals of TaS and RW, differed from each other. and the average distances among TaS or 
RW; were 0.28. The analysis of alleles and genotypes revealed higher genetic diversity among individuals of the gyno- 
genetic families. Tt suggested that each color strain of ornamental carp was selected through consistent hybridization be- 
tween strains and tbe genomes of them are highly hybrid, so it can t produce pure lines only through one generation gyno- 
genesis. The four artificially gynogenetic families produced in this study vill offer necessary samples for further studying 
on genetic mechanism of body color types in ornamental carp, and the microsatellite markers will provide useful tools for 
marker-assisted selection breeding or gene map of ornamental carp. 


Key words; Ornamental carp; Artificial gynogenesis: Polymorphism; Microsatellite marker 


收 稿 日 期 : 2001 - 12-14; 接受 日 期 : 2002 - 02 - 01 

基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 (39870430, 39823003); 中 国 科 学 院 知识 创新 工程 (KSCX2-1-05), 欧盟 资助 项 目 (Con- 
tract Mo.ICA4- CT - 2001- 10024); 武汉 市 科技 攻关 项 目 

3. 通讯 作者 (Corresponding author)， 卫 -mail，jfgui@@ihb.ac.cna 








98 动 





t S8 Cyprinus carpio 工 .) 是 一 种 极 具 观赏 价值 
的 鱼 类 , 素 有 " 活 明 珠 " 和 "水 中 之 花 " 的 美称 .在 中 国 
已 有 1 千 多 年 的 养殖 历史 。 近 百年 来 ,日 本 人 对 贸 
鲤 的 观赏 兴趣 日 渐 浓厚 ,通过 杂交 选 育 出 了 各 种 不 
同 的 观赏 品系 .如 红 和 白 ,、 大 正 . 昭 和 、 匣 甲 等 ,并 将 其 
传 向 世界 各 地 ( Gui, 1986)。 红 和 白 锦 鲁 是 1917 年 由 
兰 林 的 五 助 以 全 身 有 红 点 斑纹 的 雄性 * 栅 斑 " 鱼 与 头 
项 有 红色 斑纹 的 崔 鱼 配 育 而 成 的 ,其 体 表 底 色 银白 
如 雪 , 上 镶嵌 有 变幻 多 端的 红色 斑纹 ;大 正三 色 锦 稣 
于 1915 年 由 星野 荣 三 朗 培 育 而 成 ,其 主要 特点 是 鱼 
体 雪白 的 底 色 上 ,又 浮现 绯红 .乌黑 两 色 斑纹 ;昭和 
锦 鲁 是 日 本 昭和 二 年 , 即 1927 年 ,由 星野 重 吉 用 黄 
写 锦 鳃 与 红 白 锦 鲤 杂交 堵 育 而 成 , 鱼 体 以 黑色 为 底 ， 
上 现 红 白 花纹 为 特点 ; 别 甲 则 是 在 鱼 体 雪白 底 色 上 ， 
RA R RUME ER Kuroki, 1990). 

由 于 椒 同 花色 的 锦 鲁 是 由 杂交 选 育 而 来 的 ， 其 
性 状 极 不 稳定 。 且 在 养殖 和 观赏 过 程 中 又 主要 是 以 
色 斑 这 一 表 型 特征 进行 挑选 ， 加 之 养殖 条 件 的 限 
制 ， 致 使 养殖 者 很 礁 预 测 杂 交 子 代 的 花色 ， 只 有 通 
过 无 数 次 繁育 ， 方 能 从 千 万 条 中 获得 几 条 具 观 赏 价 
值 的 锦 鳃 【Kataoka，1989)。 因 此 ， 通 过 人 工 雌 核 
发 育 或 者 从 分 子 水 平 上 揭示 其 色素 遗传 机 制 ， 构 建 
一 系列 具有 观赏 价值 的 锦 鲁 纯 系 ， 使 育种 者 能 有 效 
地 预测 和 控制 花色， 是 目 前 锦 鲤 育种 中 波 待 解决 的 
难题 。 

人 工具 核发 育 是 一 种 有 效 的 产生 纯 系 的 手段 ， 
而 且 在 鱼 类 染色 体操 作 、 遗 传 分 析 以 及 性 别 控制 等 
方面 具有 潜在 的 应 用 价值 。 目 前 ,这 种 技术 已 被 广 
让 应 用 于 各 种 养殖 鱼 类 。 迄 今 为 止 ,研究 人 员 已 对 
20 多 种 鱼 类 成 功 地 进行 了 人 工 肉 核发 育 的 研究 
(Streisinger et al. ,1981; 吴 清 江 等 ,1981; Bongers et 
al.,1997), Taniguchi et al. (1986) 和 Gomelsky et 
al .(1996,1998) £i E A, TERA A CRGO I RR 
BER EET Y WANA, IH FS BR FR ETT LX 
4) fp SE E NE DI Pa a D e (IH FN ER. E 
来 ,已 有 人 将 多 种 分 子 标记 用 于 分 析 锦 鲁 与 其 他 羡 
科 鱼 类 的 亲缘 关系 (Anjum & Jankun, 1997; 
Arkhipchuk, 1998; Dong & Zhou, 1998; Aliah, 1999; 
Divas et al., 1999), MES Jg IE ,还 未 见 利用 分 
CTsicbURA AA THERA A k A HUE BIER f HE 
性 的 报道 。 

微 卫星 DNA (microsatellite DNA) 又 称 单 一 的 序 
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列 重复 (simple sequence repeat.SSR ) ,由 1~6 个 碱 
基于 的 核心 序列 串联 重复 形成 ,其 位 点 数目 巨大 并 
随机 分 布 于 整个 基因 组 中 。 近 年 来 , 鱼 类 微 卫星 
DNA 的 分 离 进 展 很 快 ,已 分 离 了 大 量 的 包括 多 种 海 
水 和 淡水 鱼 的 微 卫星 DNA 探 针 ,并 广泛 应 用 于 鱼 类 
种 群 遗 传 分 析 { Christian et al .,1991; Arnaud er al.. 
1993; McConnell et al., 1995; Wright & Bentzen, 
1995: Grandillo & Tanksley, 1996; Sanchez et al., 
1996; Moira & Roy, 1998; Shaw et al., 1999; Xu. 
1999) ,亲本 鉴定 (Vankan & Faddy, 1999) .基因 组 作 
Bii Lie et al., 1994; Ela et a/., 1998; Nobuyoshi et 
al. ,1999) RARA (Zardoya et al. ,1996) 和 育种 计 
划 等 多 个 研究 领域 。 微 卫星 DNA 标记 具有 极 高 的 
个 体 特异 性 ,可 重复 性 .并 能 提供 丰富 的 多 态 位 点 及 
基因 座位 纯 合 度 的 信息 。 与 其 他 分 子 标记 相 比 , 具 
有 明显 的 优势 (0' Connell & Wright, 1997). tT i 
卫星 座位 两 侧 的 引物 在 亲缘 关系 相近 物种 之 间 具 有 
很 高 的 保守 性 (Brooker er al . .1994) 、 因而 在 本 研究 
中 ,我 们 首先 通过 人 工 雌 核发 育 获得 了 4 个 锦 鲁 的 
人 工 崔 核发 育 家 系 .并 从 Crooijmans et al. (1997)4) 
离 的 包含 CA 重复 单元 的 普通 鲤鱼 的 41 个 微 卫 星 
DNA 标记 中 选取 了 8 对 引物 ,对 锦 鳃 不 同人 工 肉 核 
发 育 家 系 进行 比较 分 析 。 以 此 用 于 评价 人 人工 肉 核 发 
育 的 效果 ,并 通过 检测 4 个 不 同人 工 肉 核发 育 家 系 
间 及 家 系 内 的 多 态 性 ,探讨 锦 鲤 色 斑 遗 传 多 样 性 的 
机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 人 工 肉 核发 育 锦 鳞 的 获得 

锦 鲤 的 人 工 雌 核 发 育 实验 于 2000 年 在 武汉 新 
世界 水 族 馆 进行 。 所 有 人 工 峻 核发 育 饥 鳃 的 获得 均 
参照 传统 的 人 工 雌 核 发 育 的 方法 进行 (Mair et al., 
1987; 桂 建 芳 等 ,1990,1991; 贾 海 波 等 ,20021。 获 得 
的 4 个 人 工 瞧 核发 育 家 系 的 编号 分 别 为 红 白 1 
(RW1). 红 白 2LRW4) ,大 下 (TaS) 和 昭和 (ShSY。 分 
别 从 RW; ,RW4、TaS 和 ShS 4 个 肉 核 发 育 家 系 中 各 
随机 抽取 5 尾 个 体 进行 微 卫星 标记 研究 ,各 屁 鱼 的 
编号 及 花色 见 表 1。 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 

基因 组 DNA 的 提取 参照 标准 酚 - 氯仿 抽 提 程 
FF {Sambrook et al. ,1989) 进 行 ,并 通过 琼脂 糖 电泳 
定量 DNA( 周 莉 等 ,1998;Zhou et al. ,2000)。 
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1.3 PCR 反应 

本 研究 所 采用 的 8 对 微 卫 星 引物 分 别 为 
MFW1, MFW4, MFW7, MFW19. MFW20, MFW23, 
MFW24 和 MFW28, 各 对 引物 的 序列 见 表 2. PCR 扩 
增 反应 总 体积 为 25 uL, A S 23 50 ng 的 模板 DNA, 
0.2 umol/L 引物 ,0.5 U Taq 酶 ( Biostar Internation- 
4),0.1 umol/L 的 dNTP 和 1 x Taq 反应 缓冲 液 
(Crooijmans et a£. ,1997; 周 莉 等 ,2001)。PCR 反应 
扩 增 程序 参照 Crooijmans et aL. (1997) dE t3, Ep 
反应 为 35 个 循环 。 每 个 循环 包括 94 乞 变性 30 s, 退 
K 45s,72 宛 延伸 609。 各 对 引物 的 特异 退火 温度 见 
表 2。 首 次 循环 前 先 预 变 性 4 min .最 后 1 次 循环 结 
东 后 72% 延伸 7min。 


1.4 扩 增 产物 的 电泳 分 析 
TE 5 V/cm 的 低 电 压低 温 下 采用 1090 3E SE TERRE 
再 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ,电泳 完毕 后 用 省 化 乙 锭 染色 ,在 
White/Ultraviolet Transilluminator (UYP, Ultra-Violet 
Products) 上 观察 .记录 和 分 析 ; 
1.5 A IEEE REFERERA 
在 所 扩 增 的 8 对 引物 获得 可 重复 的 清晰 的 DNA 
带 纹 后 , 用 1 或 0 分 别 表示 DNA 带 的 有 或 无 ， 根 
据 Nei & Li (1979). 的 分 析 公 式 进 行 数 据 分析 , 采 
用 UPGMA 聚 类 法 构建 分 支 图 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 等 位 基因 及 其 基因 型 分 析 


R1 锦 鲁 4 个 人 工 蕉 核发 育 家 系 20 尾 个 体 的 花色 类 型 
Table 1 The color type of 20 individuals from four artificial gynogenetic families of ornamental carps 


编号 Number 花色 Body color 
RW;., F6, SCHEDE 
RW; 通体 全 红 
RWL-3 ELMO, LERI, ERR 
RWi-4 ELLE BR, MKIEN 
RY,-s EÁ. X 
RWz-1 以 白色 为 底 ， 镰 嵌 红 色 丙 纹 
RW;.; DEBE, SEO BER 
RW;-3 EE. MRKAR 
RW2-4 tke. xa 
RW2-5 以 黑色 为 底 ， 上 呈现 红 、 白 两 色 班 





编号 Number 花色 Body color 
TaS., UE JR., WRI, RHEA 
TaS: 以 黑色 为 底 . MH ERR 
TaS; 以 白色 为 底 . SZ NO 
TaS _4 FÉ, ALA 
TaS; 以 白色 为 底 ， 德 峰 红 色 丙 纹 
ShS., UREJE, LEMI, MER 
ShS_: ABE, SERIES DESI 
Sbs_3 UÁEHK., SET ODE 
ShS., 栖 白 ， 头 有 红斑 
ShS.s 以 白色 为 底 ， 饼 嵌 红 色 丙 纹 


X2 SXHÉTIE DNA 引物 的 序列 、 特 异 退 火 温度 及 20 尾 锦 旦 个体 中 PCR 扩 增 的 等 位 基因 的 数目 和 大 小 
Table 2 Sequence of eight microsatellite marker primers used in this study, specific annenling temperature of PCR 
amplification, and number and size of alleles detected in 20 individuals of ornamental carps 








微 卫星 标记 引物 序列 重复 序列 BARE 等 位 基因 数 等 位 基因 大 小 
Microsatellite Primer sequence Repetitive leei d Number of Size of alleles 
marker sequence PE ) alleles (bp) 
MFWl 5- GTCCAGACTGTCATCAGCAG - 3' CA 59 2 200. 170 
5%- GAGCTGTACACTGAGTCACGC - 3 
MFW4 ^ 5^ CACACCGGGCTACTGCAGAG - 3' Ca 64.5 5 218, 190. 178. 164. 144 
5 GTIGCAGTGCAGGCAGTTTGC - 3’ 
MFW7 5'- TCCAAGTCAGTTTAATCACCG - 3' CA 64 5 258, 250, 240, 218, 206 
5'- CCGAAGCGTIGACA ACAAGC - 3" 
MFWI9 5 GAATCCTCCATCATGCAAAC - 3’ CA 64.5 2 160. 148 
5 GCACAAACTCCACATUGTGCG - 3* 
MFW20  5'- CAGTGAGACGATTACCTTCGG -3， CA 59 3 264, 242, 202 
5 GIGAGCAGCCCACATTGAAG - 3‘ 
i ] 192. 184, 176, 174, i z 
MFW23  5-- GTATAATTCGGAGTTTTAGCGCG - 3 CA 60 n 152: We se dun 156 
5'- CAGGTTTATCTCCCTTCTAG - 3* 
MFW24 5- GCICCAGATIGCACATTATAG - 3* CA 64.5 6 244, 240, 234, 214, 210, 202 
5'— CTACACACACGCACAGCCTTTC — 3 
MFW2S — 5'- GATCCCTTTTGAATTTTICTAG - 3 CA 54 1 68 


5'- ACAGTGAGGTCCAGAAGTCG — 3' 
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本 研究 采用 10% 非 变性 雍 丙 烯 酰胺 凝 胶 , 低 电 
压低 温 电 泳 分 离 PCR 产物 ,效果 较 好 。 所 采用 的 8 
对 微 卫 星 引 物 均 能 在 锦 钥 中 稳定 重复 地 扩 增 出 相应 
的 同 源 序列 ,大 小 在 100 ~ 300 bp ( 表 2). 其 中 
MFW1( 图 1, MFW1) 和 MFW28 的 扩 增 图 谱 在 20 Æ 


201/190/180 = 


201/190180 — i 


160/147 — 


123/110 M 


201/190/180 — 
160/147 — 
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iik è ER m MFW4. MFW7, MFWIO9, 
MFW20、MFW23 和 MFW24 6 个 微 卫 星 DNA 标记 不 
仅 反 映 了 人 工 肉 核发 育 家 系 间 的 遗传 异 质 性 ,也 呈 
现 出 人 工 雁 核发 育 家 系 内 的 个 体 多 态 性 - 


MNFW19 


图 1 MFWI1,. MFWI9. MEW23 和 MFW24 1 38 B] 4 TATER ATIRE A 20 EET DEO Ho ok 


卫星 标记 电泳 图 谱 


Fig.1 Electrophoretic patterns of 4 typical microsatellite markers amplified by MFW1. MFW19, MFW23 
and MFW24 from 20 individuals in 4 artificial gynogenetie families of omamental carps 


在 所 分 析 的 8 个 微 卫 星 标记 中 , MWI 和 
MFW28 在 4 个 人 工 肉 核发 育 家 系 的 20 EE rp 
测 到 的 等 位 基因 数 分 别 为 2 和 1, 大 小 分 别 为 200、 
170 和 68 bp。 根 据 微 卫星 标记 的 命名 规则 和 它 所 
扩 增 的 等 位 基因 的 大 小 ,分 别 命名 为 1- 200,1- 
170 和 28- 68。 其 余 的 6 个 微 卫 星 标 记 在 20 E 
体 中 所 检测 到 的 等 位 基因 数 较 多 ,MEFW19 共 检 测 到 
2 个 等 位 基因 (图 1: MFW19);MFW4、MFW7 检测 到 
的 等 位 基因 数 均 为 5 个 ;MFW20 所 检测 到 的 等 位 基 
因数 均 为 3 个; MFW23 所 检测 到 的 等 位 基因 数 为 


11 图 1:MFW23);MFW24 所 检测 到 的 等 位 基因 数 
为 6( 图 1:MFW24: 表 2、3)。1 对 微 卫 星 引 物 从 杂 合 
的 二 倍 体 的 DNA 中 仅 能 扩 增 出 2 条 带 , 但 MFW19、 
MFW23 和 MFW24 等 引物 在 一 些 个 体 中 却 同 时 扩 
增 出 了 2~5 条 DNA 带 ( 图 1)。 其 原因 可 能 是 这 些 
片段 在 基因 组 中 是 多 拷贝 的 ,因为 锦 鲤 的 染色 体 数 
为 100, 为 二 倍 化 的 四 信和 体 (Wolf et al.,1969)。 我 
们 推测 在 锦 鳃 的 1 个 个 体 中 同时 呈现 了 多 个 等 位 基 
因 的 现象 ,与 锦 鲤 的 多 倍 性 有 关 ,也 与 养殖 锦 鲤 来自 
于 品系 间 的 不 断 杂 交 导 致 其 基因 组 高 度 杂 合 有 关 。 
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一 般 而 言 ,1 个 微 卫 星座 位 的 特异 引物 在 纯 合 的 材 
料 中 只 能 扩 增 1 条 DNA 带 (Crooijimans et al., 
1997)。 因 此 .根据 微 卫 星 扩 增 图 谱 , 可 以 认为 只 进 
行 1 代 的 人 人 工 瞧 核 发 育 ,在 子 代 个 体 中 只 能 产生 部 
分 个 体 、 部 分 座位 的 纯 合 。 

在 8 对 微 卫 星 引 物 的 扩 增 图 谱 中 . 除 引 物 
MFWI 和 MFW28 在 20 尾 个 体 中 均 扩 增 出 相同 的 带 
型 外 ,其 余 6 对 引物 都 扩 增 出 丰富 的 多 态 片段 。 其 
中 RW, 和 Tas 人 工 崔 核发 育 家 系 内 的 个 体 多 态 性 
高 于 RW 和 Sh 肉 核 发 育 家 系 。 就 基因 型 而 言 , 在 
MFW19 的 扩 增 图 谱 中 , 20 尾 个 体 可 检测 到 2 种 基 
因 型 ,RW, 和 Shs 家 系 内 只 呈现 1 种 基因 型 ,RW; 
和 TaS 家 系 内 呈现 2 种 基因 型 ;在 MFW24 的 扩 增 图 
谱 中 ,20 尾 个 体 呈 现 了 3 种 基因 型 ,其 中 RW 的 5 
尾 个 体 就 扩 增 出 3 种 基因 型 ,而 RW TaS, ShS 3 个 
家 系 内 个 体 呈 现 的 基因 型 分 别 为 1,2, 1; 而 在 
MFW23 的 扩 增 图 谱 中 ,20 尾 个 体 共 呈 现 了 8 种 基 
因 型 ,其 中 ,RW)_] RW, 4, RW; 4,RW, s. TaS. fl 


Tas.,6 尾 个 体 都 各 自 扩 增 出 其 独特 的 基因 型 ; 
RW; ;,RW»; s.ShS. Hl ShS_s4 尾 个 体 具有 相同 的 
基因 型 ,由 大 小 分 别 为 176,156.136 和 130 bp 的 4 
个 等 位 基因 组 成 ;而 RW, 2A RW. 1 等 其 余 7 昆 的 
基因 型 相同 ,都 由 MFW23 — 176 和 MFW23 - 156 2 
个 等 位 基因 组 成 , 即 肉 核发 育 家 系 RW; RW». TaS, 
Shs 内 的 个 体 分 别 呈 现 了 5.2.3.2 种 基因 型 ( 表 3 
和 图 1)。 与 瞧 核 发 育 锦 鲁 家 系 内 个 体 的 色 斑 多 样 
性 分 化 相 一致 的 是 ,来 自 同一 母 本 的 峻 核发 育 家 系 
内 的 个 体 , 微 卫 星 标记 均 存 在 多 态 性 。 这 是 因为 锦 
鲤 品 系 内 的 每 一 个 体 都 是 由 不 同 锦 鲁 品系 间 杂 交 选 
育 后 获得 的 。 即 不 同 的 锦 鲤 品系 进行 杂交 ,再 将 子 
代 依 其 色 斑 以 及 分 布 又 分 归 为 不 同 的 品系 ,如 此 杂 
交 选 育 再 杂交 ,导致 锦 鲤 个 体 基 因 组 来 源 复杂 ,高度 
Ae BRI LI DUET Eg 5e pr XE DN 58 EL AERE E GRUT 
而 且 控制 色 斑 形成 的 基因 也 呈现 多 样 性 遗传 ,此 外 ， 
微 卫 星 标记 也 出 现 多 样 性 遗传 。 


3 锦 鲤 4 个 人 工 奴 核发 育 系 的 20 昆 个 体 的 基因 型 
Table 3 Genotypes of 20 individuals from four different artificial gynogenetic families of ornamental carp 


f D Ef 
Microsatellite marker 


基因 型 及 其 等 位 基因 
Genotype and alleles 


特异 于 该 基因 型 的 个 体 数 
No. of individuals specific for the genotype 








MFWi 1-200, 1-170 


20 








MFW4 
4-178, 4-164, 4-144 





4-218, 4-190, 4-178, 4-164, 4-144 9 








MFW7 
7-258. 7-240, 
7-258, 7-250, 
7-250, 7-218 


7-206 
7-218 





7-258. 7.250, 7-240, 7-218, 7-206 I 








MFWI9 19-160, 19-148 


19-148 





MFW20 20-264, 


20-200 


20-242 


I9 











MFW23 23-176, 
23-192, 
23-184, 
23-174, 
23-176, 
23-146, 
23-136, 
23-076, 


23-170, 
23-1532, 
23-152, 
23-156, 
23-136 
23-130 
23-156 


23-130, 
23-136 
23-136 
23-130 


23-156, 23-136, 23-130 
23-112 


4 
I 


e 





MFW24 24-244, 24-234, 
24-240. 24-210 


24-234, 24-202 


24-214, 24-202 


1 
l 
l 
I 
I 
l 
1 
上 


3 
6 





MFW28 28-68 


20 





2.2 锦 鲁 人 工 雌 核发 育 家 系 内 和 家 系 间 的 平均 遗 
EERS 

根据 Nei & Li(1979? 的 分 析 公 式 , 计 算 了 20€ 

个 体 间 的 遗传 距离 ,并 使 用 NJTREE 软件 ,采取 UP- 


GMA 方法 构建 它们 相互 关系 的 分 支 图 。 与 人 工 雌 
核发 育 家 系 内 个 体 花色 分 化 程度 一 致 ,RW B9 5 E 
个 体 花 色 分 化 显著 ,其 个 体 间 的 平均 遗传 距离 也 最 
大 , 约 为 0.28; 其 次 为 花色 分 化 同样 显著 的 Tas 的 5 
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屁 , 个 体 同 的 平均 遗传 距离 约 为 0.275;ShS 的 5 Æ 
个 体 间 的 平均 遗传 距离 最 小 , 约 为 0.034{ 表 40. A 
工 峻 核发 育 家 系 内 平均 遗传 距离 分 析 的 结果 表明 : 
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他 只 进行 1 代 人 工 峻 核发 育 , 并 不 能 获得 性 状 完全 
一 致 的 子 代 个 体 ;加 与 家 系 内 个 体 表 型 显著 分 化 相 
一 致 , 微 卫 星 等 位 基因 也 存在 高 度 的 遗传 多 样 性 。 


表 4 锦 鲁 4 个 人 工 奴 核发 育 系 内 或 系 间 的 平均 遗传 距离 
Table 4 Average genetic distances among the four intra- and inter-families of artificial 


gynogenetic ornamental carp 


RW; RW; TaS ShS 
RW, 0.28 x 0.0599 
RW, 0.28 £ 0.0997 0.0648 x 0.0586 
TaS 0.293 xz 0.110 0.202 x 0.187 0.275 + 0.203 
Shs 0.290 x 0.113 0.079 + 0.0555 0.206 x 0.180 0.0343 + 0.0295 


锦 鲁 品系 是 通过 多 代 杂 交 选 育 而 来 ,遗传 性 状 
极 不 稳定 ; 且 其 色素 分 布 是 由 多 个 基因 控制 的 。 因 
此 尽管 经 过 了 1 代 雌 核发 育 , 其 子 代 的 色 斑 分 化 依 
然 比 较 显著 。 与 此 一 致 的 是 ,在 根据 遗传 距离 构建 
的 分 支 图 上 ,20 屁 个 体 依 据 表 型 的 差异 或 母 本 不 同 ， 
相互 交织 在 一 起 ,但 也 反映 了 部 分 个 体 体 色 之 间 的 
关系 (图 2}。 辟 如 ,TaS_3 和 TaS_s 尽 管 母 本 为 大 正 ， 
但 表 型 为 红 白 ,它们 与 RW3-1、RW;-2 和 RW2_;3 首 先 
育成 一 类 ;TaS -> 和 Shs_1 表 型 都 为 昭和 ,尽管 它们 分 
属 不 同 的 峻 核发 育 家 系 ,但 它们 不 仅 花色 组 成 相近 ， 
WA TaS_2 和 ShS. fe] Ap HERR Br Dy 0, 与 母 本 为 昭 
和 的 ShS_4 的 遗传 距离 也 为 0。 同 时 表 型 为 昭和 的 
个 体 RW; -5 和 母 本 为 昭和 的 ShS_，、ShS_s 聚 成 另 一 
类 。 实 验 结果 表明 ,由 于 锦 鲁 品系 的 鉴别 是 建立 在 
其 表 型 的 基础 上 , 旦 锦 鳃 的 种 间 杂 交 及 其 选 育 再 杂 
交 过 程 导 致 锦 鲤 的 基因 组 来 源 复杂 ,基因 杂 合 度 高 ， 
因而 由 不 闻 锦 鳃 品系 所 得 到 的 肉 核 发育 个 体 可 能 具 
有 相同 的 染色 体 组 来 源 。 因 此 ,各 人 工 肉 核发 育 家 
系 内 个 体 的 聚 类 并 不 单独 由 其 母 本 决定 ,而 与 从 母 
本 处 所 获得 的 染色 体 组 相关 。 
3 HW it 

日 本 人 已 培育 了 13 种 基本 花色 的 锦 鲁 品系 , 利 
用 13 种 彼此 杂交 又 产生 了 各 种 各 样 色 彩 斑 调 的 锦 
#E(Kuroki, 1990). [H ES Ze HS SEXTRÉ EE PO EE TUUS FA T 
其 选 育 。Kotaoka( 1989) 曾 指出 ,经 验 丰 富 的 育种 者 
即使 很 仔细 地 进行 锦 鳃 品系 间 的 交配 , 仍 很 难 巴 测 
其 子 代 的 色 斑 分 化 。 因 此 育种 者 必须 经 过 数 10 次 
挑选 ,从 数 以 千 计 的 仔鱼 中 保留 最 有 观赏 潜力 的 加 
以 养殖 ,并且 其 中 可 能 只 有 0.1%c ~ 1%e 的 个 体 可 以 
作为 以 后 生产 繁育 的 亲本 (Balon, 1995)。 这 也 是 目 
前 锦 鲤 价格 随 其 观赏 价值 的 增长 而 成 指数 比例 增长 


的 原因 。 所 以 , 锦 鲤 育种 急需 解决 的 问题 是 揭示 锦 
鲤 色 斑 遗 传 的 调控 机 制 ,人 为 地 控制 锦 鲁 的 色 斑 遗 
传 。 而 纯 合 的 品系 有 利于 构建 基因 图 谱 , 可 提高 分 
Fr CUERPO fic d BI SE (Young et al.,1996), A 
此 培育 锦 鲤 的 纯 合 品系 , 既 可 选 育 一 些 具 有 优良 性 


0.114 
0.076 RW. 


0,038 TaS4 


0096 RW, 
ShS 4 
Sh$.3 
006 ShS.i 
| RW 34 


6012 j RW 





0.092 


s [0 015] TaS. 
RW, 


| TaS .a 
[9.:996)RW 2-1 


0.031 | RW. 
SbS.. 
0.032 
SbS.« 
0.041 


RW, 


0.099 RW, , 
0043 TaS 4 


图 2 根据 锦 鲁 4 个 人 工具 核发 育 系 的 20 尾 个 体 的 
扩 增 结果 ,采用 UPGMA 聚 类 法 构建 的 分 支 图 。 
Fig.2 Dendrogram of the 20 individuals in 4 artificial 
gynogenetic families of ornamental carp obtained 
by UPGMA cluster analysis. 
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状 的 锦 鲁 用 于 以 后 的 生产 繁殖 ,又 可 获得 研究 锦 鲤 
色 斑 遗传 调控 机 制 的 实验 材料 。 吴 清江 等 (1981) 和 
Streisinger et al. (1981) 几 乎 同时 研制 出 了 一 套 完整 
的 以 连续 两 代 人 工 肉 核发 育 结 合 福 别人 工控 制 建立 
纯 系 的 技术 方案 。 但 是 ,在 人 工 吹 核 发 育 中 还 有 很 
多 问题 需要 解决 ,对 其 操作 过 程 和 机 理 的 探讨 再 结 
合 锦 鲤 的 色 斑 分 化 研究 ,将 有 助 于 我 们 进行 更 有 效 
的 操作 以 构建 具有 较 高 品位 的 锦 鳃 人 工 吹 核 发 育 纯 
系 。 

人 工 礁 核发 育 是 一 种 有 效 产 生 纯 系 的 快速 方 
法 ,1 次 有 丝 分 裂 瞧 核发 育 相当 于 8 ~ 10 个 世代 同胞 
兄妹 交配 ,1 UB 264) 22D 1 次 极 体 歇 核发 育 就 可 以 
获得 纯 系 ( 吴 清江 等 ,1981; Streinger,1981)。 研 究 人 
员 曾 运用 同 工 酶 和 转 铁 蛋 白 等 分 子 标记 技术 ,证 实 
了 经 过 1 代 人 工 崔 核发 育 后 ,家 系 内 个 体 的 遗传 同 
质 性 明显 提高 ( 杨 书 婷 和 桂 建 芳 ,1999)。 贾 海 波 等 
《2002) 运 用 RAPD 技术 分 析 了 2 个 不 同 的 红 白 人 工 
网 核发 育 家 系 ,结果 也 表明 同一 枞 核发 育 家 系 内 的 
个 体 具 有 较 高 的 遗传 同 质 性 ,不 同 崔 核发 育 家 系 间 
的 个 体 具 有 高 度 的 遗传 异 质 性 。 而 同 工 酶 检测 提供 
的 信息 量 少 。RAPD 技术 扩 增 出 来 的 DNA 片段 的 遗 
传 背景 不 清楚 ,重复 性 差 。 虽 能 较 好 地 反映 群体 间 
的 区 别 , 但 它 提供 的 多 态 位 点 信息 量 少 。 只 有 微 卫 
E DNA 标记 具有 极 高 个 体 特异 性 .可 重复 性 好 .能 
提供 丰富 多 态 位 点 信息 ,并 且 可 以 简单 快捷 地 辨别 
杂 合 的 减 数 分 裂 型 崔 核 发 育 个 体 (Ferguson et al., 
1995). 因此 在 本 研究 中 我 们 运用 微 卫星 DNA 标记 
技术 ,检测 4 个 人 工 礁 核发 育 家 系 的 遗传 同 质 性 和 
纯 合 度 , 获 得 了 较为 满意 的 结果 。 

WELT E POS OBESSE on Æ 8 对 微 工 星座 位 中 ， 
除 引物 MFW28 稳定 地 扩 增 出 1 条 DNA 带 .其 余 7 
对 引物 能 扩 增 出 多 至 2 条 ,个 别 个 体 其 至 扩 增 出 5 
条 DNA 片段 。 但 Crooijmans et a£. (1997) 48 17 
微 卫星 座位 的 特异 引物 在 纯 合 的 材料 中 只 能 扩 增 1 
条 DNA 带 。 因 此 可 以 确定 人 工 雌 核发 育 锦 鲁 Fi 代 
只 在 个 别 微 卫 星座 位 出 现 纯 合 ,大 部 分 个 体 在 大 多 
数 座位 都 属于 杂 合 的 ,这 可 能 由 于 进行 极 体 难 核发 
育 时 , 同 源 染 色 体 之 则 出 现 了 染色 体 片 段 的 交换 重 
组 。Chourrout( 1988) 曾 指出 ,在 阻止 第 2 航 体 排出 
而 获得 的 网 核发 育 鱼 中 ,一 定 存 在 某 种 程度 的 杂 合 
个 体 。 因 此 ,只 进行 1 次 人 工 雌 核发 育 ,很 难 获得 纯 
合 度 高 的 唆 核 发 育 子 代 。 在 本 研究 中 : 外 个 别 个 体 
某 个 座位 存在 多 个 等 位 基因 ;@1 个 人 工 峻 核发 育 家 





系 内 的 5 尾 个 体 在 1 个 座位 甚至 存在 5 种 基因 型 ; 
名 部 分 引物 在 所 有 个 体 中 均 扩 增 出 2 种 大 小 范围 不 
同 的 微 卫星 产物 ;都 可 能 与 锦 僵 的 多 倍 性 以 及 锦 鲤 
的 高 度 杂 合 性 有 关 。 

Larhammar & Risinger( 1994) 的 研究 结果 表明 ， 
一 些 基 因 如 生长 激素 基因 和 促 性 腺 激素 基因 在 鲤鱼 
基因 组 中 存在 多 个 座位 ,结合 未 观察 到 鲤鱼 的 有 丝 
分 裂 过 程 中 产生 四 价 体 积 委 失 染色 体 的 现象 LDOhno 
et al . ,1967) ,他 们 推测 鲁 鱼 的 染色 体 来 源 于 2 套 不 
同 的 染色 体 。 与 此 结论 一 致 的 是 . Crooijmans et al . 
《1997) 将 他 们 所 分 离 的 例 卫 星 引物 用 于 检测 不 同 的 
鲤鱼 品系 ,观察 到 一 些 引 物 如 MFW23 在 检测 种 间 杂 
交 产 生 的 品系 和 部 分 种 内 杂交 产生 的 品系 的 个 体 
时 ,可 同时 扩 增 出 2 种 大 小 范围 不 同 的 微 卫星 产物 ， 
并 且 在 个 体 间 存在 多 态 性 。 而 同样 的 引物 在 纯 合 的 
ERREP PRIORA 1 条 DNA 产物 。 由 此 ,他 们 
推测 鳞 鱼 属于 复合 四 倍 体 ( 即 种 则 杂交 产生 ), 而 不 
是 自发 加 们 的 四 倍 体 。 在 本 实验 中 ,MFW23 等 引物 
也 扩 增 出 2 种 大 小 范围 不 同 的 DNA 片段 (图 1, 表 
2)。 但 是 ,对 一 个 四 倍 体 而 言 ,一 个 微 卫 星座 位 最 多 
只 能 扩 增 出 4 条 DNA 片段 ,在 本 实验 中 ,相同 的 扩 
增 条 件 在 个 别 个 体 中 却 扩 增 出 同样 强度 的 5 条 DNA 
片段 ,这 些 DNA 片段 是 否 同属 于 一 个 微 卫星 座位 ， 
还 需 进 一 步 克隆 .测序 和 鉴定 。 

在 所 分 析 的 4 个 人 工 叭 核发 育 锦 鲤 家 系 中 ,部 
分 肉 核 发 育 家 系 如 Tas 和 RW; 系 内 个 体 具 有 较 高 
的 遗传 蜡 质 性 ( 表 4)。 与 运用 RAPD 分 析 所 获得 的 
结果 ( 责 海 波 等 ,2002) 相 比较 , 异 质 性 显著 增 大 。 除 
了 两 种 方法 不 同 外 ,本 实验 所 扩 增 的 微 卫星 引物 较 
少 ,参与 统计 的 片段 数 较 少 ,也 是 导致 结果 如 此 悬殊 
的 主要 原因 。 而 RW, 和 Shs 家 系 内 的 平均 遗传 距 
离 明 显 低 于 Tas 和 RW, 家 系 内 的 平均 遗传 距离 .这 
可 能 是 由 于 RW, 和 Tas 的 母 本 是 由 不 同 品系 杂交 
而 来 , 杂 合 度 大 ,从 而 子 代 遗传 性 状 分 化 显著 所 致 ; 
而 RW; ShS 的 母 本 可 能 是 由 同一 品系 经 多 代 自 
交 而 来 , 纯 合 度 相 对 较 高 ,经 一 代 人 工 崔 核 发 育 后 ， 
其 系 内 个 体 的 遗传 同 质 性 也 显著 提高 。 

在 根据 遗传 距离 构建 的 分 支 图 上 ,20 尾 个 体 依 
据 表 型 的 差异 或 母 本 的 不 同 ,相互 交织 在 一 起 ,但 也 
反映 了 部 分 个 体 体 色 之 间 的 关系 (图 2)。 本 研究 一 
方面 从 分 子 水 平 上 证 实 了 不 同 锦 疯 品系 的 种 间 杂 交 
起 源 , 另 一 方面 ,从 分 子 水 平 上 揭示 了 色 斑 分 化 难以 
预测 的 原因 。 因 此 ,我 们 需要 通过 人 工 礁 核发 育 的 
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方法 获得 锦 鲤 纯 系 ,以 达到 预测 色 王 分 化 的 目的 。 
但 在 本 研究 中 ,我 们 并 未 鉴定 到 与 锦 鲤 表 型 相关 的 
分 子 标记 。 关 于 微 卫星 等 位 基因 是 否 与 其 表 型 存在 
相关 性 ,还 需 进行 大 样本 检测 ,并 结合 统计 学 的 数据 
分 析 才 能 得 到 确凿 的 结论 。 不 过 ,利用 本 实验 所 获 
得 的 微 卫 星 标 记 , 结 合 人 工 峻 核发 育 饥 鲤 的 表 型 进 
行 选 择 育种 ,不仅 可 以 大 大 提高 人 工 雌 核 发 育 F fS 
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摘要 : 2001 年 8 月 14~26 日 在 新 疆 阿 蔓 泰 、 吐 草 番 的 8 个 环 志 地 点 进行 了 秋季 鸟 类 环 志 工 作 。 环 志 鸟 类 
233 H, £933 种 ， 多 以 萝 亚 科 {Sylwinae) MEFE (Turdinae) 的 种 类 为 主 。 其 中 的 新 疆 了 攀 角 (Luscinia sp.) 
等 17 种 鸟 类 均 属 于 中 国 首次 环 志 种 类 ， 占 环 志 种 数 的 53% 。 
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Abstract: A total of 233 birds, belonging to 33 species, were caught and banded during August 14 — 26. 2001 at eight sites in 
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